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CodY 在 单 核 细 胞 增生 李斯 特 菌 运动 
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摘要 目的 :探究 全 局 性 转录 调控 因子 CodY 在 单 核 细 胞 增生 李斯 特 菌 (Listeria monocytogenes , 


Lm) 绪 毛 运动 和 细菌 毒 力 方面 的 作用 。 方 法 :通过 同 源 量 


重组 的 方法 敲 除 Lm 染色 体 上 CodY 的 编 


__ 码 基因 codY 并 成 功 构建 缺失 菌株 的 回复 菌株 ;利用 平板 泳 动 法 观测 鞭毛 运动 的 变化 ,RT-qPCR 检 
= 测 与 鞭毛 运动 相关 基因 的 转录 表达 ;比较 野生 型 菌株 GDe 与 CodY 缺失 菌株 对 细菌 溶血 活性 、 棉 
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| 量 和 主要 的 毒 力 因 子 LLO 和 毒 力 基因 调控 蛋白 PrfA 转录 表达 的 影响 


。 结 


(x COR. 同 野生 型 菌株 相 比 ,CodY 缺失 菌株 鞭毛 运动 和 相关 基因 ,以 及 主要 的 毒 力 因子 LLO 和 PrfA 的 


忆 转录 表达 显著 降低 (P<0.01) ,溶血 活性 显著 降低 (P<0.01) ,对 棉铃 贝 幼 贝 的 半 致 死 齐 

结论 :CodY 在 Lm 鞭毛 运动 和 细菌 毒 力 调控 方 
单 核 细 胞 增生 李斯 特 菌 ”CodY 鞭毛 运动 AJ 
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Wr Rr faj ( Listeria monocytogenes , 
Wi. H Lm 引起 的 疾病 
斯 特 苗 病 , 其 主要 的 症状 为 脑膜 炎 和 败血症 ,以 


及 孕妇 流产 。 因 其 高 致死 率 (20% ~30% 感染 者 死亡 ) 
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面具 有 重要 作用 
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或 表达 内 化 素 蛋 白 , 侵 


入 宿主 细胞 ;在 细胞 溶血 素 LLO (hly 基因 编码 ) 、 两 种 


磷脂 酶 (PlcA 、PlcB 
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力 基因 ( 


的 作用 下 ,逃脱 否 哈 泡 ,进入 


WE 
质 的 Lm 在 ActA 的 作用 下 ， 


进行 细胞 之 间 的 传播 。 这 些 重 要 的 毒 力 因 
子 的 转录 表达 都 受到 PrfA 蛋 
是 主要 的 毒 力 基因 调控 蛋白 ,能 正 调控 绝 大 多 数 的 毒 
如 hly actA 等 ) 的 转录 ， 
毛 蛋 白 的 表达 5 。 
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白 的 调控 。 在 Lm 中 ,PrfA 
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在 病原 微生物 中 ,鞭毛 的 运动 性 对 
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EGDeAcodY 和 EGDeAcodY + pERL3-codY 三 种 菌株 的 鞭 。” 株 EGDe( 血清 型 1/2a, 全 基因 组 序列 已 知 ” ) 和 温度 
毛 运动 能 力 .与 癫 毛 运动 相关 基因 的 转录 表达 、 细 菌 溶血 敏感 型 穿梭 整合 质粒 pLSV101 以 及 高 拷贝 表达 质粒 


活性 及 主要 毒 力 因 子 的 转录 表达 差异 ,从 而 深入 探讨 pERI3 为 德国 维尔 茨 堡 大 学 微生物 系 Werner Goebel 教 


CodY 对 Lm 鞭毛 运动 和 毒 力 因子 调控 的 分 子 机 各 


1 材料 与 方法 
1.1 实验 材料 


1.1.1 菌株 与 质粒 ” 单 核 细胞 增 


c 


i 授 馈 赠 。 如 无 特殊 说 明 , 细 菌 均 在 BHI 培养 基 中 37C 
震荡 培养 。 
1.1.2 引物 引物 见 表 1。 


Ur AF al EY E A 
R1 本 实验 中 所 用 到 的 引物 
Table 1 The primersin this study 


A 


Primers Sequences (5'-3') 

P1 :codY-A-BamHI-F GCGGATCCTAAACAATACAAAGCTTTAC 
P2 :codY-A- R CACTGTTGACAGTTCTTGGCGTTCTGTA AGCAT 
P3 ;codY-B-F GAACTGTCA ACAGTGTACAGTGA ATTAGAAGCG 

P4 ;codY-B-EcoRI-R CGAATTCTTTCAATTAATCTTGTTCGAC 
P5 ;codY-ck-F ATATCGGAGCAAGAAGACT 
P6 ;codY-ck-F ATTCCAAATTCCTCCAGTCA 

P7 ; CcodY-XholI-F GCCTCGAGATTA ATTGATGCGGATGA 

P8 ; CcodY-BamHI-R GTAGGATCCATGCACGTCTA ATACCG 

P9 . pERI3-ck-F GAAAACCGCTACGGATCACATC 
P10 :pERL3-ck-R CCAACCTGCCATCACGAGATTT 
P11 :motA-F TGGAAGAACGTCATGCTGCT 
P12 :motA-R GTTCGACATTTCGCCCATCG 
P13 :motB-F AATCGCCAAAGAAATCGGCG 
P14 :motB-R GGCGACACTTAGTTCCCAGT 
P15 .fliP-F TGAATGTGCATGCCGAGAGT 
P16 .fliP-R ACAAACAGCGCCACACTAGA 
P17 :fhA-F ATGAACTCCTGATGCGCCAA 
P18 :AhA-R GTTGTCGTAGCACCCCTTGA 
P19 :fliE-F ACCGCGAAAACAGACAATGC 
P20 ;fliE-R TACGGAAGTTTGCGCGTTTG 
P21 :rpoB-F ATGCTTTCCGCAGACGAAGA 
P22 :rpoB-R TTTCAGCGGCTGCATTTTCC 
P23 :prfA-F CAGGCTACCGCATACGTTATCA AA 
P24 :prfA-R AGCCAAGCTTCCCGTTA ATCGA AA 
P25 :hly-F TTGGGAATGGTGGAGAACGG 
P26 :hly-R TGGTGCCCCAGATGGAGATA 


1.2  EGDeAcodY 缺失 突变 株 和 EGDeAcodY + pLSV101-codY( A +B) :以 EGDe 基因 组 DNA 为 模板 使 


pERL3-codY 回复 突变 株 的 构建 用 引物 对 P1/P2 和 P3/PA 分 别 扩 增 codY 基因 上 下 游 
1.2.1  EGDeAcodY 缺失 突变 株 的 构建 ”首先 采用 ER A(SISbp) RI B(467bp) ;PCR 产物 纯化 后 作为 
SOFingPCRI3 方法 构建 用 于 同 源 重组 的 穿梭 质粒 。 模板 ,以 PL/PA 引物 对 进行 第 二 次 PCR ,从 而 获得 含有 
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BamHI 和 EcoRI 酶 切 位 点 的 AB 融合 片段 codY( A +B) 
(982bp) , 双 酶 切 后 将 融合 片段 codY( A +B) 连接 到 质 
粒 pLSV101 上 ,得 到 质粒 pLSV101-codY( A +B) 。 然 后 
按照 王 莉 等 ” 的 方法 将 其 电 转 入 EGDe 感受 态 细胞 
中 ,进行 同 源 重组 和 筛选 codY 基因 缺失 突变 子 
EGDeAcodY。 所 得 突变 子 经 PCR( 以 codY 基因 上 下 游 
引物 对 PS/P6 PCR 扩 增 EGDeAcodY 中 的 codY 基因 片 
段 ,以 ECDe 基因 组 为 对 照 来 验证 codY 基因 的 缺失 ) 和 
测序 验证 为 正确 
1.2.2 EGDeAcodY + pERI3-codY 回复 突变 株 的 构建 

以 EGDe 基因 组 DNA 为 模板 使 用 引物 对 P7/P8 扩 增 
出 C 片段 (包含 codY 基因 ORF 和 启动 子 在 内 的 
1 739bp 片 段 ) ,Xholl 和 BamHI 双 酶 切 后 ,将 C 片段 连 
接 到 多 拷贝 质粒 pERL3 上 ,构建 codY 基因 的 重组 表达 
F pERL3-codtY。 然 后 将 其 电 转 人 EGDeAcodY 感受 
胞 中 ,使 用 引物 对 P9/P10 进行 PCR 检测 和 测序 


T 


突变 。 


细菌 生长 曲线 的 测定 

一 挑 取 待 测 菌 株 的 单 克隆 于 5ml BHI ( Brain Heart 
IiiRision, 购 自 B&D 公司 ) 培 养 基 中 过 夜 培养 ,第 二 天 ， 
HEE Iml 接 入 新 鲜 的 100ml BHI 培养 中 , 混 匀 后 ,采用 
Appt Eppendorf BioPhotometer Plus ) 测定 菌 液 此 
I, ODw , 记 为 Oh 的 值 ,继续 震荡 培养 ,每 隔 1h 检测 
BERE 0Dw 的 变化 ,直至 细菌 生长 状态 达到 稳定 期 。 实 
SERT 3 次 ,数据 采用 Origin. 1 分 析 处 理 。 
1. 细菌 鞭毛 运动 性 和 鞭毛 相关 基因 表达 实验 
LE 细菌 鞭毛 穿刺 实验 ”采用 半 固 体 琼脂 穿刺 法 
观察 细菌 鞭毛 的 运动 性 :用 直 的 接种 针 雯 取 少量 过 夜 
活化 的 菌 液 (25%C , 1801/min 震荡 培养 ) 穿刺 接种 于 
BHI 半 固 体 培养 基 (0.5% 的 琼脂 ) 中 ,25% 静 置 培养 一 
周 ,每 天 拍照 记录 。 如 果 细 菌 在 半 固 体 培养 基 中 能 扩 
散 形成 倒 伞 状 结构 , 则 判定 该 细菌 鞭毛 具有 运动 性 。 
1.4.2 ”细菌 鞭毛 平板 运动 性 实验 ”将 待 测 菌株 过 夜 
活化 (25%C ,180r/min 震荡 培养 ) , 取 1pl 苗 液 点 样 于 
BHI 半 固 体 平板 (0.3% 琼 脂 ) 上 5 ,25% 静 置 培养 48h 
后 ,测定 细菌 运动 所 形成 圆圈 的 直径 大 小 并 拍照 记录 。 
实验 重复 三 次 。 

1.4.3. qRT-PCR 检测 与 鞭毛 形成 和 运动 相关 基因 的 
转录 表达 实验 ”将 待 测 菌 液 培养 到 对 数 前 期 0Do 达 
0.7(25% 震荡 培养 ) ,离心 收集 菌 提取 总 RNA ,按照 反 
转录 试剂 盒 ( TaKaRa ) 操作 说 明 将 总 RNA 反 转 录 成 
cDNA。 将 所 得 cDNA 稀释 10 倍 作为 模板 ,以 管家 基因 
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hinay i&d BHE 
rpoB HWA , R 27^ HAAF SPSS17.0 软件 处 
理 数据 。 实 验 重复 三 次 。 

1.5 细菌 毒 力 实验 

1.5.1 细菌 溶血 活性 检测 ”参照 于 新 惠 等 .的 方法 : 
取 lml 无 菌 脱 纤维 绵羊 血 ,2 600r/min 离心 5min, 弃 上 
清 。 用 生理 盐水 洗涤 血细胞 沉淀 ,清洗 三 次 。 用 50 倍 
体积 生理 盐水 重 悬 血细胞 ,并 以 1ml 每 支 分 装 于 1. 5ml 
离心 管 中 。 将 待 测 菌 液 在 BHI 中 培养 到 Opuo 达 1.0 
时 ,分 别 取 待 测 菌 液 30pl、50pl、100pl 加 入 装 有 lml 血 
细胞 的 离心 管 中 ,37%C 静 置 培养 30min 后 ,2 600r/min 
离心 Smin ,收集 上 清 , 检 测 0D;, 处 吸光 度 值 。 以 只 含 
有 血细胞 的 上 清 作 为 阴性 对 照 ,以 加 入 了 等 量 无 菌 水 
的 上 清 作 为 阳性 对 照 。 实 验 重 复 三 次 。 数 据 采 用 
Origin6. 1 分 析 处 理 。 

1.5.2. 细菌 对 棉铃 虫 幼 虫 的 毒性 实验 将 待 测 菌 液 
培养 到 0D6w 达 0.7, 用 BHI 培养 基 进行 3 倍 梯度 稀释 
成 6 个 不 同 浓度 ( 菌 液 的 稀释 倍数 为 3 3 .33 3 、 
3) ,每 个 浓度 Sul, 分 别 注射 18 条 生理 状态 一 致 的 5 
龄 棉铃 虫 幼 虫 ,连续 3 天 ,观察 和 统计 棉铃 虫 幼虫 的 死 
亡 条 数 , 并 计算 细菌 对 棉铃 虫 幼 虫 的 半 致 死 剂量 LD:。 
采用 SPSS17.0 分 析 处 理 所 得 数据 。 


2 实验 结果 


2.1 EGDeAcodY 缺失 突变 株 和 EGDeAcodY + 
pERL3-codY 回复 突变 株 的 构建 
2.1.1 EGDeAcodY 缺失 突变 株 的 构建 ”如 图 1 所 示 ， 


用 codY 基因 两 端 以 引物 对 P5/P6 进行 PCR 扩 增 ,以 
EGDeAcodY 为 模板 所 得 片段 比 以 ECDe 基因 组 为 模板 
短 约 330bp ,其 长 度 与 预期 结果 一 致 ,表明 EGDeAcodY 
成 功 缺 失 了 codY 基因 ,同时 DNA 测序 也 进一步 验证 了 
EGDeAcodY 构建 成 功 。 
2.1.2  EGDeAcodY + pERL3-codY 回复 突变 株 的 构建 
如 图 2 所 示 ,用 pERL3 质粒 两 端 引物 对 P9/P10 进行 
PCR 扩 增 ,以 EGDeAcodY + pERL3-codY 为 模板 所 得 片 
段 与 以 pERI3-codY 重组 质粒 为 模板 所 得 片段 大 小 一 致 
(2 089bp) ,与 预期 结果 相符 。 表 明 pERL3-codY 重组 质 
粒 已 成 功 电 转 入 EGDeAcodY 感受 态 细胞 中 ,EGDeAcodY 
* pERL3-codY 回复 突变 株 构 建成 功 。 
2.2 ”CodY 缺失 对 单 核 细胞 增生 李斯 特 菌 生长 的 影响 
如 图 3 所 示 , 在 营养 丰富 的 BHI 培养 基 中 ,三 种 菌 
株 生 长 快速 且 生 物 量 较 高 。 与 野生 型 菌株 EGDe FREU, 


2017 ,37(7 ) 


JK ” 颖 等 :CodY 在 单 核 细胞 增生 李斯 特 菌 运 


59 


zy fig 7377 É 


ER 
Tu 
in 
does 
` 
m 
" 
H 


2 000 
gem 1072 
742 
750 


500 
200 
100 


图 1 PCR 验证 EGDeAcodY 中 codY 基因 的 缺失 
Fig.1 Verification of the deletion of 
codY in EGDeAcodY by PCR 
M; Marker; 1; EGDe; 2: pLSV101-codY( A 4 B) ;3; EGDeAcodY 
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CM pig.2 Verification of the pERL3-codY 

electroporated into EGDeAcodY 
«Marker; 1; pERL3-codY; 2; EGDeAcodY + pERL3-codY 


EGDeAcodY 在 对 数 中 期 生长 较 慢 ,在 对 数 前 期 和 稳定 
期 后 生长 状况 并 无 显著 差异 ,而 EGDeAcodY + pERL3- 
codi E EGDeAcodY 的 生长 趋势 一 致 ,并 未 回复 到 野生 
型 水 平 ,推测 pERL3 为 多 拷贝 的 表达 质粒 ,CodY 的 过 
量 表达 可 能 会 影响 细菌 中 某 些 氨基 酸 的 合成 ,从 而 对 
生长 产生 一 定 的 影响 。 

2.3 CodY 缺失 对 单 核 细 胞 增生 李斯 特 菌 鞠 毛 运动 和 

鞭毛 相关 基因 表达 的 影响 

2.3.1 比较 EGDe, EGDeAcodY 和 EGDeAcodY + 
pERI3-codY 的 鞭毛 运动 状况 ”如 图 4a 所 示 , 在 BHI 半 
固体 培养 基 中 , EGDe, EGDeAcodY 和 EGDeAcodY + 
pERL3 -codY 都 能 形成 倒 锌 状 结构 ,三 种 菌株 的 鞭毛 均 
具有 运动 性 ;如 图 4b 和 表 2 所 示 , 在 含 0.3% 琼脂 的 
BHI 半 固 体 平 板 培养 48h 后 , 与 EGDe 相 比 ， 
EGDeAcodY 在 平板 上 泳 动 所 形成 圆圈 的 直径 显著 变 
小 ,EGDeAcodY + pERL3-codY 菌株 所 形成 的 直径 大 小 
与 野生 型 菌株 基本 一 致 。 以 上 结果 表明 CodY 的 缺失 


6 —m—EGDe 
—e—EGDe A codY 
—A— EGDe A codY-pERL3-codY 


时 间 (h) 


3 EGDe,EGDeAcodY 和 EGDeAcodY + 
pERL3-codY 生长 曲线 的 比较 
Fig.3 Comparison of the growth curves of EGDe, 
EGDeAcodY andEGDeAcodY + pERL3- 
codY cultured in BHI 


降低 了 细菌 鞭毛 的 运动 性 。 
x2 EGDe,EGDeAcodY JA EGDeAcodY + 
pERL3-codY 平板 泳 动 实验 结果 
Table 2 Swarming of EGDe, EGDeAcodY and 
EGDeAcodY + pERL3-codY on soft agar plates 


Strain Diameter( mm) x SDa'? 
EGDe 8.33 +0.58 
EGDeAcodY 6.67 +0.58 * 


EGDeAcodY + pERL3-codY 8.67 +0.58 


Note: (D Values are averages of triplicate experiments. 
* :Significant differences between the mutant strain and the wild-type 


(Px0.05). SD: Standard deviation 


2.3.2. MEP X fuas zl T X XE E E EGDe ,EGDeAcodY 
和 EGDeAcodY + pERL3-codY 中 的 转录 表达 ”挑选 与 其 
毛 形成 和 运动 相关 基因 motB mot4 fliE fhA WiP 进 一 
步 做 RT-qPCR 检测 ,mot4 和 motB 是 与 鞭毛 运动 相关 
的 基因 ,而 flik Yih4 和 fliP 是 与 鞭毛 结构 形成 相关 的 基 
因 。 结 果 如 图 5 所 示 , 与 野生 型 菌株 EGDe 4H EU , motA , 

motB fliE 在 EGDeAcodY 中 表达 量 显 车 降低 ,fliP 在 
EGDeAcodY 中 表达 量 显著 升 高 。 除 伍 p 外 ,其 它 与 鞭毛 
运动 和 形成 相关 的 基因 在 EGDeAcodY + pERL3-codY 中 
的 转录 表达 均 基 本 回复 到 野生 型 菌株 的 水 平 。 以 上 结 
果 表 明 ,缺失 CodY 后 ,mo 丰 和 motB 的 表达 量 下 降 , 其 
辐 毛 运动 性 降低 ;但 与 烤 毛 结构 相关 的 基因 JliE 的 表达 

量 显著 下 降 IRA 基本 不 变 ,fliP 的 表达 量 却 极 大 升 高 ， 
暗示 CodY 缺失 对 鞭毛 形成 的 影响 较为 复杂 ,对 不 同 基 
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因 的 调控 途径 可 能 不 同 , 但 总 体 来 说 , CodY 的 缺失 能 


EGDe A codY+ 


EGDe EGDe A codY pERL3-eodY 


(a) 


降低 凌 毛 的 运动 性 。 


EGDe A codY 


EGDe A codY*pERL3-codY 


(b) 


4  EGDe,EGDeAcodY $1 EGDeAcodY + pERL3-codY 鞭毛 运动 性 的 比较 
Fig.4 Comparison of the flagellar motility of EGDe, EGDeAcodY and EGDeAcodY + pERL3-codY 


(a) Results of flagellar puncture of three strains 


- 
© s 
CN IF cuo» 
(° 0) ECDe A codY 
ce 6f [—JEGDe A codY4pERL3-codY 

g 
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N; 
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CN 
"m 

motB motA AiE flhA flip 
Genes 


5 与 鞭毛 运动 和 形成 相关 基因 在 EGDe、 
EGDeAcodY 和 EGDeAcodY + pERL3- 
codY 中 的 转录 表达 


Fig.5 The relative expression of the genes related to 


chinaXiv 


flagellar movement and formation in the EGDe, 


EGDeAcodY and EGDeAcodY + pERL3-codY 


2.4 CodY 对 单 核 细胞 增生 李斯 特 菌 毒 力 的 影响 

2.4.1 主要 的 毒 力 基 因 prfA 和 hly 在 EGDe, 
EGDeAcodY 和 EGDeAcodY + pERL3-codY 中 的 转录 表 
达 “如 前 所 述 ,在 Lm 中 ,PHA 能 调控 绝 大 多 数 毒 力 因 
子 的 转录 表达 ,细菌 溶 血 活 性 蛋白 (LLO) 是 Lm 中 最 主 
要 的 毒 力 因子 之 一 。 为 探究 CodY 对 Lm 毒 力 的 影响 ， 
我 们 比较 了 PrfA 的 编码 基因 prfA 和 溶血 素 LLO 的 编 
码 基 因 hly 在 三 种 菌株 中 的 转录 表达 情况 。 结 果 如 图 6 
所 示 , 与 野生 型 菌株 EGDe 相 比 ,PH 和 Aly 在 
EGDeAcodY 中 的 表达 量 显著 降低 ,表明 codY 基因 的 缺 
失 可 能 导致 EGDeAcodY 菌株 的 细菌 毒 力 降低 。 但 有 趣 


(b) Swarming of three strains on soft agar plates 


的 是 ,pr fI Aly 在 EGDeAcodY + pERL3-codY 中 的 表达 
量 并 没有 如 预期 一 样 回复 到 野生 株 水 平 ,反而 比 CodY 
缺失 株 更 为 降低 ,暗示 CodY 对 细菌 毒 力 的 调控 可 能 后 
其 表达 量 相关 ,由 于 我 们 所 用 的 回复 表达 质粒 为 多 拷 
贝 质粒 ,回复 菌株 中 CodY 蛋白 的 过 量 表达 可 能 会 抑制 
prfA 和 hly 的 表达 。 


C Ecne 
LAT ECDeA cod7 


E EGDe A codY+pERL3-codY 
ES + = 


FF 


Relative expression 


prfA hly 


Genes 


6 ” 毒 力 基因 prf4 和 hly 在 EGDe、EGDeAcody 
和 EGDeAcodY + pERL3-codY 中 的 转录 表达 
Fig.6 The relative transcription expression of the 
major virulence genes prfA and hly in the EGDe, 
EGDeAcodY and EGDeAcodY + pERL3-codY 


2.4.2 CodY 对 单 核 细胞 增生 李斯 特 菌 溶血 活性 的 影 
响 为 了 从 蛋白 质 水 平 进一步 验证 codY 基因 的 缺失 将 
导致 细菌 毒 力 的 降低 ,我 们 比较 了 细菌 浴血 素 在 
EGDe ,EGDeAcodY 和 EGDeAcodY + pERL3-codY 中 的 活 
性 差异 。 结 果 如 图 7 所 示 , 随 着 菌 液 量 的 增加 ,细菌 中 
LLO 的 浓度 升 高 ,溶血 活性 也 随 之 上 升 , 当 菌 液 量 为 
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30ul, 50l, 1001. 时 ,与 野生 型 菌株 EGDe + Eb, 
EGDeAcodY 和 EGDeAcodY + pERL3-codY 的 溶血 活性 
显著 性 降低 ,此 结果 与 hy 转录 水 平 的 结果 一 致 ,表明 
codY 基因 的 缺失 能 导致 Lm 主要 毒 力 基 因 hly 转录 和 
翻译 水 平 的 下 降 , 从 而 导致 Lm 毒 力 降低 。 


EGDe = 
++ 


12 F MEI EGDe A codY 

E] EGDe A codY+pERL3-codY 

1.0 + 
站 站 


30 50 100 
Inoculation quantities 
^O 图 7 EGDe,EGDeAcodY $n EGDeAcodY + 
© pERL3-codY 的 溶血 活性 
一 Pig 7 Hemolytic activity of EGDe, EGDeAcodY 
e and EGDeAcodY + pERL3-codY 


134-9. CodY XR AURA E IHE EGO A k A 
下 9 影响 ”以 上 结果 表明 ,cody 基因 的 缺失 能 够 导致 
Lor 毒 力 降低 。 为 从 活体 水 平 更 进一步 确证 该 结论 ,我 
菌 侵 染 棉铃 虫 幼虫 的 毒 力 实验 。 如 实验 方 


射 交 生理 状态 一 致 的 5 龄 棉铃 虫 腹部 ,以 同等 剂量 的 


PA 和) 蛋白 组 成 性 高 表达 突变 株 prf4 (高 毒 株 ) 为 阳性 
对 照 ,以 同等 体积 的 不 含 细菌 的 培养 基 BHI 及 缓冲 液 
PBS( pH 7.2) 为 阴性 对 照 。 结 果 如 表 3 Bros ,注射 了 
BHI 和 PBS 的 棉铃 虫 幼 虫 3 天 中 无 1 例 死亡 (3 天 后 
也 没有 死亡 ,并 可 正常 化 晴 孵 化 ,该 数据 未 显示 ) ,而 
高 毒 株 prfA" PIETE pk EGDe 能 够 造成 棉铃 虫 幼 虫 死 
È, E prfA 对 棉铃 虫 幼 虫 的 致死 率 显 著 高 于 EGDe。 
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表 3 prfA* ,EGDe, EGDeAcodY 和 EGDeAcodY + 
pERL3-codY 对 棉铃 虫 的 半 致 死 剂量 (LDaso ) 
Table 3 The semi-lethal dose of prfA" , EGDe, 
EGDeAcodY and EGDeAcodY + pERL3-codY 


inHelicoverpa armigera ( Hübner ) 


Strain LDso (cfu) 

BHI 一 (死亡 条 数 为 0) 

PBS 一 (死亡 条 数 为 0) 
prfA * 1.03 x10? 
EGDe 2.69 x10? 
EGDeAcodY 1.85 x10? 
EGDeAcodY + pERL3-codY 6.33 x105 


Note: LDso represents a half lethal dose 


3 il it 


全 局 性 转录 调控 因子 CodY 广泛 存在 于 低 G+C 含 
量 的 革 兰 氏 阳 性 菌 中 , 它 能 参与 细菌 许多 生命 活动 的 
调节 (如 氨基 酸 合成 与 转运 、 糖 代谢 、 鞭 毛 运动 、 毒 力 
等 ) 。 我 们 的 实验 证 明 缺 失 CodY 后 ,与 鞭毛 运动 直接 
相关 的 基因 mot 和 motB. 的 表达 量 显著 降低 ,该 结果 与 
CodY 缺失 菌株 在 软 琼 脂 上 运动 性 降低 相 一 致 ;而 flik 
TI flip 都 是 与 鞠 毛 结构 形成 相关 的 基因 , 3: 9318 55 
毛 的 基体 (basal body ) £47 88 ( hook) 的 形成 。 在 很 
多 细菌 ( 如 大 肠 杆菌 ) 中 ,与 鞭毛 结构 形成 相关 的 基因 
(如 JE JliP JihA 和 fihB) 和 与 鞭毛 运动 直接 相关 的 基 
(如 mot ,motB JigMN liDST) 位 于 不 同 的 操纵 子 上 
并 受到 不 同 的 sigma 因子 的 调控 “””。 在 本 实验 中 , 缺 
KR CodY JA JUE 的 表达 量 显著 降低 ,flip 的 表达 量 显 著 
增高 ,暗示 CodY 的 缺失 对 鞭毛 形成 的 影响 较为 复杂 ， 
可 能 对 不 同 基因 的 调控 存在 不 同 的 调控 方式 。 但 是 ， 
我 们 镜 检 观察 CodY 缺失 菌株 的 鞭毛 ,并 没有 发 现 明显 
改变 (数据 未 显示 ) 。 以 上 结果 显示 CodY 的 缺失 从 总 
体 上 降低 了 细菌 的 运动 性 。 凌 毛 的 运动 有 助 于 细菌 向 


同时 , 与 EGDe 相 比 ,EGDeAcody 的 半 致 死 剂量 
(LD4) 上升 了 5.8 倍 。 而 CodY 回复 菌株 对 棉铃 虫 的 
半 致 死 剂量 虽 比 EGDeAcodY 低 , 但 并 没有 回复 到 野 
生 菌 株 的 水 平 。 以 上 结果 不 仅 确证 了 codY 基因 的 缺 
失 能 够 使 Lm 毒 力 降低 ,同时 也 表明 棉铃 虫 可 以 作为 
人 研究 单 核 细胞 增生 李斯 特 菌 侵 染 机 制 的 动物 模型 。 


有 利于 自己 生存 的 环境 方向 移动 ,因此 ,CodY 在 细菌 
感应 营养 物质 信号 和 逃脱 不 利生 存 环境 的 方面 起 着 重 
要 作用 。 

CodY 能 参与 细菌 ( 如 枯草 芽孢 杆菌 ) 毒 力 基因 的 
表达 调控 。 我 们 的 实验 证 明 缺 失 CodY 后 ,Lm 主要 的 
毒 力 基因 调控 蛋白 PrfA 和 毒 力 因子 LLO 的 转录 表达 
显著 降低 ,细菌 的 溶血 活性 显著 下 降 , 对 棉铃 虫 的 半 致 
死 剂 量 显著 增高 。 以 上 实验 结果 能 显示 :缺失 CodY 
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后 ,细菌 毒 力 下 降 。 该 结果 与 Lobel 和 Herskovits'” 最 
新 的 研究 结果 高 度 一 致 。 暗 示 CodY 可 能 通过 直接 调 
控 毒 力 基 因 调 控 蛋 白 PrfA 的 表达 ,间接 调控 Lm 中 其 
他 毒 力 基因 的 表达 。 有 趣 的 是 ,CodY 缺失 回复 菌株 的 
溶血 活性 ,以 及 PrfA 和 LLO 在 该 菌 中 的 转录 表达 均 未 
回复 到 野生 型 水 乎 ,而 鞭毛 运动 以 及 大 多 数 相关 基因 
的 转录 表达 在 回复 菌株 中 能 达到 野生 株 水 平 ,表明 
CodY 的 缺失 并 没有 造成 菌株 的 极 性 效应 。 因 此 ,我 们 
EW ,在 回复 菌株 中 ,由 于 表达 CodY 的 pERL3 25 Z 15 
贝 质粒 ,造成 CodY 组 成 性 过 量 表达 ,可 能 在 一 定 程度 
上 抑制 了 细菌 中 毒 力 基因 的 转录 ,使 回复 菌株 中 的 毒 
力 不 能 达到 野生 型 水 平 。 当 我 们 进一步 检测 CodY E 
日 在 EGDe EGDeAcodY 和 EGDeAcodY + pERL3-codY 
中 菌株 中 的 表达 情况 时 ,发 现 缺 失 菌 株 EGDeAcodY 
dc CodY , 而 在 回复 菌株 EGDeAcodY  pERL3- 
eo CodY ei e ECDe( 数 据 
具体 的 机 制 还 需 


exe 


ph 


doni auem mamma 


门 的 研究 结果 表明 ,CodY AMEZ 
具有 重要 的 作用 。 
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C dAbstract Objective; To explore the function of the transcription factor CodY on flagellar motility, bacterial 
vifülencein Listeria monocytogenes. Methods: The codY gene on the L. monocytogenes chromosome was knocked 
o» by homologous recombination and the strain of the deleted codY gene was successfully complemented by the 
co 中 gene construct; the results were evaluated by observation of the motilityof flagellar movement, the 
transcriptional expression of flagellum-related genes with RT-qPCR. The effects of wild-type strain EGDe and 
CodY-deficient strain on bacterial hemolytic activity, semi-lethal dose of Helicoverpa armigera and the main 
virulence factor LLO ( coding gene hly) and virulence regulatory protein PrfA ( coding gene prfA) transcription 
expression profiles were compared. Results: Compared with the wild-type strain, the CodY-deficient strain showed 
a significant reduction in the flagellar movement, the hemolytic activity, as well as the transcriptional expression 
of flagellum-related genes and the major virulence genes hly and prfA( P 0.01) ; while the semi-lethal dose on 
Helicoverpa armigera (Hübner) was increased 5.8 fold. Conclusion :The CodY plays an important role in flagellar 
motility and transcription regulation ofbacterial virulence in Listeria monocytogenes. 
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